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Mise en évidence d'un baculovirus de 
polyedrose nucléaire chez Latoia 
viridissima Lépidoptère Limacodidae 
ravageur du palmier à huile et du cocotier 
en Côte-d'Ivoire. 
N.K. KOUASSI (1), G. FEDIERE (1), X. LERY (1), R. PHILIPPE (2), M. BERGOIN (3) 
Résumé. - Parmi les défoliateurs du palmier à huile, le Lépidoptère L1macod1dae Larow vmd1ssima est un de~ plus fréquemment observé 
en Côte-d'Ivoire. Pendant les pullulations de cette espèce, des épizooties naturelles nous ont permis de mettre en évidence un Baculovirus de 
polyédrose nucléaire. Ce dernier infecte cette espèce en association avec un Picornavirus précédemment signalé. Les polyèdres. de forme globu-
leuse, mesurent entre 1 et 1,5 µm de diamètre et sont localisés dans le noyau des cellules mtestmales. Ils renferment des virions de 340 nm de long 
et de 50 nm de diamètre, pris dans une trame polypeptidique constitué pnnc1palement de polyédrine (PM = 30000 daltons) Le génome de Bacu-
lov1rus est un ADN bicaténaire de PM estimé à 62 x 1Q6 daltons soit 94 kb. L'action des enzyme~ de restnctrnn Ecu RI el BamHI sur cet ADN 
génère respectivement 15 et 8 fragments. L'infection de cultures pnmaires d'hémocytes de Latoia viridiss1ma, à partir de VlruS extrait par disso-
lutmn des polyèdres, a été réussie au laboratoire. 
Mots-clés : Latoia viridissima, Entomopa1hogènes, Baculovuus de polyédrose nucléaire. 
INTRODUCTION 
En Asie, en Amérique et en Afrique, les Lépidoptères 
Limacodidae sont cités parmi les plus grands défoliateurs de 
palmier à huile et de cocotiers (Genty et al, 1978, Mariau et 
al, 1981, Cock et al, 1987). Plusieurs espèces de cette 
famille ont déjà fait l'objet d'études spécifiques concernant 
la mise en évidence de virus responsbles d'épizooties (Dcs-
mier de Chenon et al, 1988). 
Dans le cadre de la lutte biologique utilisant les agents 
enthomopathogènes, plusieurs types de virus à ARN ou à 
ADN ont été déjà identifiés. Il s'agit de Baculovirus, de Den-
sovirus, de Picomavirus et de virus du groupe~ nudaurelia. 
En Côte-d'Ivoire, ont déjà été décrits un Densovirus chez 
Casphalia extranea (Fedierre, 1981) et un Picomavirus chez 
Latoia viridissima (Fedierre, 1983). Ces deux viroses sont à 
l'origine de fortes épizooties naturelles déclenchées lors de 
la pullulation de ces insectes en plantation. A la suite d'une 
infection expérimentale de larves saines de Latoia viridissi-
- ma par un broyat de larves virosées, l'examen en microsco-
pie électronique de fragments d'intestin moyen a révélé la 
présence de polyèdres dans les noyaux des cellules. 
L'étude que nous présentons est consacrée à la description 
ultrastructurale de ce nouveau Baculovirus isolé chez Latoia 
viridissima ainsi qu'à sa caractérisation biochimique. Tous 
les résultats obtenus, nous ont permis de confirmer son 
appartenance au groupe des Baculovirus de polyédrose 
nucléaire selon les critères de Summers (1977). 
(\) l.aboracmre d'Entomolovirologie B P V 51. Ab1d_Jan - Côte-d"Ivoire 
(2) lnst1rut de Recl:ten:he pour les Hu.:Jes el O\éa~neux ORBO), stsllllion de La Mé, BP 13. 
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(3) Swion de recherches de pathologie comparée INRA - CNRS 30380 Samt-Chnstol-lèz-
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MATÉRIEL ET MÉTHODE 
Méthode d'infection 
Les larves de Latoia viridissima sont contammées par 
badigeonage des folioles leur servant de noumture, à l'aide 
d'une suspension de polyèdres (infectwn per os). 
Techniques de microscopie électronique 
Les suspensions de virus purifiés sont déposées sur une 
gnlle recouverte d'un film collodion carboné et contrastées 
négatlvement à l'acide phosphotungstique à 1 %, ou à l'acé-
tate d'uranyle à 2 %, pH 7,4 (Brenner et Home, 1959). 
Pour la préparation de coupes ultra-fines, des fragments de 
différents tissus prélevés sur des larves de Latoia viridissima 
présentant des symptômes de la maladie, sont fixés dans la 
glutaraldéhyde à 2 % en tampon cacodylate de sodium 0, lM, 
pH 7 ,4 pendant 2h à 4 °C. Les pièces fixées sont incluses 
dans l'épon après post-fixation dans l'acide osmique à 1 % 
et déshydratation à l'acétone. 
Ces coupes dont contrastées à l'acétate d'uranyle et au 
citrate de plomb selon la méthode de Reynolds (1963). Les 
préparat10ns sont observées au microscope électronique. 
Purification des polyèdres 
Les larves sont broyées dans du tampon Tris O,OSM, pH 
7,8, contenant 0,06 % de SOS (sodium dodécy] sulfate). 
Après filtration sur moussehne et clarification, les polyèdres 
sont mis au culot par centnfugat10n à 3000 g pendant 
15 minutes. Le culot de polyèdres repris dans du tampon est 
lavé trois fois dans le tampon Tris avant d'être déposé sur 
gradient de saccharose (40 % - 60 % poids/p01ds, 100000 g, 
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30 minutes). La bande de polyèdres est recueillie et diluée 
dans du tampon Tris. Les polyèdres sont mis au culot à 
75000 g pendant 40 minutes et conservés dans le même tem-
pon à 4 °C. 
Purification des virions 
Les virions sont libérés par dissolution des polyèdres dans 
une solution de thioglycolate-carbonate de sodium 0.125M, 
pH 10,5 à 60 °C pendant 15 minutes. Après adjonction de 
2 volumes de tampon Tris, la suspens10n est mise 5 minutes 
dans la glace pour arrêter la réaction. puis clarifiée à 2000 g 
pendant 4 minutes. Le surnageant contenant les virions est 
centnfugé en gradient de saccharose (20 % - 50 % poids/ 
poids) à 60000 g pendant 2 heures. Les vinons, qui sédimen-
tent en 3 bandes, sont prélevés à raide d'une pompe péris-
taltique couplée à un système analyseur (spectrophotomètre 
Beckman UV 5230), pms mis au culot à 50000 g pendant 2 
heures. Les virions sont conservés dans du tampon Tris-ED-
TAà200C. 
Extraction de l'ADN viral 
A 1 ml de suspension de vinons, on ajoute 20µ1 d'une 
solution de SOS concentré (250mg/ml). Après incubation au 
bain-marie à 60 °C pendant 15 minutes, l'ADN est purifié 
par extraction phénolique. L 'ADN est dialysé contre du tam-
pon TE (Tris O,OJM, EDTA dissod1que O,OOIM, pH 8) pen-
dant 48 heures en changeant les bains toutes les 12 heures 
pms précipité une nuit à -20 °Cà l'acétate de sodium 0,3M 
final en présence de 2 volumes d'éthanol absolu à -20 °C. 
L'ADN est mis au culot à 8000 g, lavé à l'éthanol 70 % à -
20 °C, séché pms conservé dans du tampon TE à -20 °C. 
Analyse des protéines virales 
Le nombre et le poids moléculaire des protéines virales 
(polyèdres et virions) ont été déterminés par électrophorèse 
en gels de polyacrylamide-SDS (8 %) selon la méthode 
Weber et Osborn (1969). Le mélange suspensmn virale-solu-
tion dénaturante (2V /1 V) est chauffé à 100° C pendant 5 mi-
nutes avant dépôt dans les puits du gel. Le marqueur utilisé 
est constitué de 7 protéines de référence: la sérum-albu-
mine de boeuf (PM= 66000), l'ovalbumine (PM= 
45000), le glycéraldéhyde 3 P.-déshydrogénase (PM= 
36000), l'anhydrase carbonique (PM= 29000), le trypsino-
gène (PM= 24000), l'inhibiteur de la trypsine (PM= 
20100), la lactalbumine (PM= 14200). 
Analyse de I' ADN par les enzJmes de restriction 
L 'ADN a été coupé par des enzymes de restriction dans les 
conditions décrites par Maniatis et al (1982). Les en-
zymes utilisées, Eco RI et Barn HI. proviennent de Boehrin-
ger Manheim. La quantité d'enzyme uhhsée correspond à 2 
à 3 unités/µg d'ADN. La migration des fragments d'ADN est 
réalisée dans un gel à 0,6% ou 0,7% d'agarose en cuve ho-
rizontale de 15 x 20 cm en présence de tampon T AE 
(Tris acétate 0,04M; EDTA O,OOIM) contenant 0,5 µ1/ml de 
bromure d'éthydium. L'électrophorèse se déroule pendant 
une nuit à 40V (32mA). Les pmds moléculaires des frag-
ments sont estimés en prenant pour référence 1' ADN du bac-
tériophage lambda digéré par les enzymes Eco RI et Barn HL 
RESULTATS 
Microscopie électronique 
Dans les coupes histologiques des larves infectées par le 
Baculovirus, on remarque la présence de polyèdres (corps 
d'inclusion globuleux) au niveau des cellules constltuant la 
parm de l'intestin moyen de la' larve. Celui-ci présente des 
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FIG. 1. - Coupe ultraime dans une cellule de l'intestm moyen de larve de 
L vind,~1ma atteinte pat la polyédro8e nucléatre (x 32000) N = noyau, 
P = polyèdres, BL = Baculovuus libres, C = CytopJa~me - (Ulti afine 
~eawn of m1dgut ce// from a L vind1suma /arva infected by nuc/ear poly-
hed1 osls (x32, 000) N = nucleus, P = Polyhedra, Bl = FreeBaculoviruses, 
C = Cylopla~m) 
. 1 n'-ü\~-' / 
FIG. 2. - Suspen~îon purifiée de Baculovuu~ de polyédrose nucléaire isolé 
chez L v1nd1ss1ma (x 40000) Examen au microscope électronique réalisé 
après contr,rnte négattf à l'acétate d'uranyle 2% -(Punfied suspen~wn of nu· 
clear polhedros1s Bawlov1ruses isolatedfromLatoîa, indissima (x 40, 000) 
Examrnatwn under the e!ectmn mîcro.icope a/ter negatiw iontrtmg wrth 2% 
uranyl acetate) 
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cellules à noyaux hypertrohiés renfermant des amas de po-
lyèdres (Fig. l). L'examen d'autres tissus connus pour être 
classiquement mfectés par les Baculovirus, tels le tissu adi-
peux, les tubes de Malpighie ou l'hypoderme, s'est révélé 
négatif. 
Structure du virus 
L'examen de suspensions de virus purifiés contrastées à 
l'acétate d'uranyle révèle des virions en bâtonnets mesurant 
340 nm de long et 50 nm de diamètre (Fig. 2). On observe à 
côté de virions complets possédant une enveloppe, des par-
ticules dégradées, sous la forme de nucléocapsides libres. de 
plus petit diamètre. Certaines de ces nucléocapsides pé-
nétrées par le colorant, suggèrent qu'elles ont subi des alté-
rations. 
Analyse électrophorétique des protéines virales 
Les profils électrophorétiques résultant de la solubilisa-
tion des polyèdres sont complexes (Fig. 3 ). Une protéine ma-
jeure possédant un PM de 30000 daltons correspond 
vraisemblablement à la polyédrine (protéine du polyèdre). 
Aux moins 11 polypeptides de poids moléculaire 14000. 
16000, 18000, 19500, 21000, 25000, 28000, 38000, 52000, 
60000 et 70000 daltons correspondent aux constituants ma-
jeurs de la capside des virions. 
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FIG. 3. - Electrophorégramme de la polyédrine et des polypeptides du 
BaculovJTus de L vmd1ss1ma en gel polyacrylam1de 8%. - (E/ec1rophore-
gram of the polyhedr111 and polypeptidel of the Laloia vrrrdrssmra Bacu!011TUî 
in 8% polyacrylam1de gel.). 
Analyse de PADN viral 
Les fragments d'ADN générés par les enzymes de restric-
tion Eco RI et Barn HI sont présentés sur les figures 4. Ce~ 
fragments sont aux nombre de 15 pour l'enzyme Eco RI et 
de 8 pour l'enzyme Barn Hl. Le poids moléculaire de ces 
fragments, estimé utilisant comme marqueur les fragments 
Eco RI el Barn HI de I' ADN du phage lambda, est donné dans 
le tableau I. 
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FlG. 4a. - Electrnphorégrdmme de I' ADN du Baculovuus de polyédrose 
nucléau:e de[, nnd1Hmia digérée pdr le~ enzyme~ E[o Rl et Barn HI 
- R = ADN du phage lambda coupé par le~ enzyme~ Hmd JIJ et Eco RI 
(Eleurophoregram of the L \'lrtd1ss1ma m1c/ear polyhedrosi5 Bmu/o,·irus 
Dl1fA digested by en.:vmes Eco RI and Barn HiJ 
(R = DNA of bauenophage lambda deaved with en.:Hne, Hind !JI and Eco 
RI/ 
-
- -· 
-· 
ECO 111 SAIi Ml 
FIG. 4b. - Schen1.1 de\ pro!ib élcctrophorét1qut\ fa.o Rl et Bam HI de 
]'ADN du Baculmiru, de L_ v1nd1,~1ma a~ec échelle logarithmique des poids 
molécul~1rcs. 
- (Dîagram of the Efo Ri and Bam HJ elec/rophoreuc profiles of rhe DNA 
/rom rhe L v1nd1~~1ma Bac uluv,rus. w,rh a loganthmic scille of molecular 
1<,e1gh1s.). 
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La somme de ces poids moléculaires permet d'assigner au 
génome du Baculovirus de Latow viridissima une taille 
moyenne de 61,6 X 106 daltons, soit environ 93 kilos paires 
de bases. 
Multiplication du virus en cultures primaires d 'bémocytes 
de Latoia v1ndiss1ma. 
En l'absence de techniques d'élevage de Latoia virid1ssi-
ma sur milieu artificiel, la multiplication des virus qui lui 
sont inféodés ne peut se faire qu'en infestant des larves 
récoltées dans Ja nature. Orl'état sanitaire des larves est dif-
ficilement contrôlable, ce qui rend aléatoire les mfections 
expérimentales. L'obtention d'une lignée cellulaire devrait 
permettre de contourner ces difficultés. Dans ce but nous 
avons mis en culture des hémocytes de cet insecte et une 
lignée cellulaire en cours d'établissement nous a permis de 
faire des mfections (Kouassi et al 1989). Des essais d'infec-
tion de cultures primaires d 'hémocytes avec une suspension 
purifiée du Baculovirus se sont révélés positifs. Des noyaux 
présentant une hypertrophie caractéristique et l'accumula-
tion de polyèdres ont été obtenus. 
TABLEAU I. - Poids moléculaire des fragments de !'ADN du Bacu-
lovirus de la polyédrose nucléaire de L. vrrîd1ss.1ma, générés par les en-
donucléaéses de restrictmn Eco RI et Barn HI. -(Molecu/a1 we1ghts of 
the DNA of the L. vm.d1ss1rna polyhedrosis Baculovims, generated by 
the restnciton endonuieases Eco RI and Barn Hl). 
Symbole des Eco RI Barn Ill 
segments 
x 106 daltons x 106 daltons 
A 11.50 16.00 
B 9.00 14.00 
C 6.00 9.00 
D 4.70 6.60 
E 4.10 440 
F 3.70 3.70 
G 3.40 3.30 
H 3.30 3.10 
I 3.20 
J 3.00 
K 2.70 
L 2.40 
M 2.20 
N 2.05 
G 1.90 
Total 63.L5 60.10 
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DISCUSSION ET CONCLUSION 
Par sa structure en bâtonnet, son mode d'inclusion dans 
des corps protéimques nucléaires, sa composition polypep-
tidique complexe, son génome constitué d'un ADN de poids 
moléculaire élevé, le virus que nous venons de décrire pré-
sente les caracténstiques essentielles des Baculovirus de 
polyédrose nucléaire (Croizier et Croizier 1977 ; Summers 
1977 ; Matthews 1982). 
Bien qu 'encore fragmentaires, les premiers résultats de 
l'analyse de l'ADN viral par enzymes de restriction (Eco RI 
et Barn HI) ouvrent la voie aux travaux de cartographie et de 
séquençage de cet ADN. De même, l'obtention du cycle de 
réplication du virus en cultures primaires d'hémocytes per-
met d'envisager lorsque la lignée cellulaire sera établie, la 
production de virus et son utilisation, soit en lutte biologique 
soit comme vecteurs d'expression. 
Il est intéressant de noter que différents Baculovirus de 
polyèdrose nucléaire et de granulose ont déjà été isolés chez 
d'autres espèces de Lépidoptères de la famille des Limaco-
didae (Genty et al 1978 ; Cock 1985; Smith et Xeros 1954; 
Thomas et Poinar 1973; Ting-Wei et al 1980; Van der Geest 
et Van der Laan 1972). Ces virus semblent Jouer un rôle ap-
préciable dans la régulation des population5 naturelles de 
leurs hôtes (Huber 1986). 
Il n'est pas rare d'observer chez les insectes, associés aux 
virus de polyédrose nucléaire, de petits virus à ARN au cours 
d'infections doubles (Jacquemard et al 1985). Tel est le cas 
chez L. i·iridissima du Picornavirus (Fediere 1983) associé 
au virus que nous venons de décrire. La présence de ces 
petits virus dans les lots de larves infectées naturellement ou 
expérimentalement avec des virus de polyédrose nucléaire, 
soulève un doute quant au degré de pathogénicité lié à l'un 
ou l'autre des deux virus. 
Une propriété originale de la polyédrose nucléaue que 
nous avons mis en évidence chez L. v1ridtssima réside dans 
sa spécificité tissulaire apparemment limitée aux seules cel-
lules de l'intestin moyen. En effet, bien que nous n'ayons pas 
fait une étude exhaustive de tous les tissus de la larve, l'ab-
sence de polyèdres dans les ceJlules du tissu adipeux ou de 
l'hypoderme, par exemple, semble indiquer quel 'on n'a pas 
affaire ici à une polyèdrose nucléaire polyorganotropique 
classique chez les lépidoptères (Benz 1963 ; Hamm 1968). 
Chez ces derniers, en effet, si l'intestin moyen est le siège 
du premier cycle de réplication des Baculovirus, la forma~ 
t10n de polyèdres dans cet organe est rare. Par contre, dans 
d'autres groupes d'insectes, notamment les Diptères et les 
Hyménoptères, les cellules intestinales sont le site essentiel 
ou umque de la formation des polyèdres (Bird et Whalen 
1953; Federici 1980; Stiles et al 1983 ; Brown 1982). 
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SUMMARY 
Detection of a nuclear polyhedrosis Baculoviruses in 
Latoia viridissima, Limacodid Lepidoptera, an oil 
palm and coconut pest in Côte~d'lvoire. 
N.K. KOUASSI, G. FEDIERE, X. LERY, R. PHILIPPE, M 
BERGOIN, Oléagineux, 1991, 46, n· 2, p. 53-59 
The Limacodid Lepidoptera Latma vind1ss1ma is one of the most 
frequently recorded oil palm leaf-eaters in Côte-d'Ivoire. Dunng 
out breaks of this spec1es, natural epizootics allowed us to tsolated a 
Nuclear Polyhedrosis Baculovirus, wh1ch affects 1h1s specîes Ln ad-
dition to a P1cornavirus prevwusly reported. Globular polyhedroM~ 
measuring between 1 and 1,5 µm m diameter are located in the nu-
cleus of mtestinal cells. They contain virions 340 nm long and 50 nm 
indiameter, occluded in a paracry~tallme ~tructure mamly cons1~tlng 
ofpolyhedrin (MW:= 30000 daltons). The genome ofthîs BaculovL-
rus is a double stranded DNA wllh an est1mated NW of 62 x 106 dal-
tons or 94 kb. The digestion of the viral genome w1th Eco RI and Bam 
Hl restriction enzyme generated 15 and 8 fragments respectîvely. In-
fection of Latoia viridissima primary cells culture~ of haemocytc 
with virus extracted from desolved polyhedra has been succesfully 
ach1eved in the laboratory. 
• 
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RESUMEN 
Evidencia de un Baculovirus de polierdrosis nuclear en 
Latoia viridissima lepid6ptero limacodidae plaga de 
la palma africana y del cocotero en Côte-d'Ivoire. 
N.K KOUASSI, G. FEDIERE, X. LERY. R. PHILIPPE, M. 
BERGOIN, Oléagineux, 1991, 46, n" 2, p 53-59. 
Entre los defoliadores de la palma afrîcana, cl Jepid6ptcro Lima-
codtdae Latoia v1ndiss1ma es uno de los mas frecuente~ en Côte-d 'I-
voire. Durante la fase pululac16n de esta especie, aprovechando 
epizootia~ naturales hemos logrado evtdenciar un Baculoviru~ de po-
lledrosis nuclear, que infecta a e5ta espec1e en asocîacîôn con un Pi-
cornav1rus. Los poliedros, de forma globular. mtden de l à 1,5 µm 
de dnimetro, y se hallan en el nllcleo de las células mtestmales. 
Conttenen viriones de 340 nm de largo y 50 nm de dîametro, presos 
en una trama pol1peptid1ca constituida prîncipalmente porpoltedrîna 
(PM c= 30.000 daltons). El genoma de este Baculovîrus es un ADN 
btcatenano de PM estLmado en 62 x !06 daltons, o sea 94 kb. La ac-
cion de las enztmas de restriccfon Eco RI v 8am HI en eMe ADN ge-
nera respectîvamente 15 y 8 fragmentos La înfeccion de cultivos 
primano~ de hemocttos de Latoia v1nd1ss1ma, a partir de virus ex-
traîdo por d1soluc16n de pohedro, se acen6 en laboratorio. 
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INTRODUCTION 
ln Asia, America and Africa, Limacodid Lepidoptera are reported 
as bemg among the major otl palm and coconut defoliators (Genty 
etai, 1978; Manaueta/ .1981; Cocketal, 1987) Severa] spec1es 
of this family have been the subject of specific studies to detect vi-
ruses responsible for epîzoot1cs (Desmier de Chenon et al, 1988). 
Severa} types of RNA or DNA vuuses mcluding Baculoviruses, 
Densoviruses, Picornaviruses and viruses of the B nudaurelia group, 
have already been 1dent1fted and some of them considered for pos-
sible use as entomopathogens m b1olog1cal control. 
A Densov1rus isolated from Casphalia extranea (Fediere, 1981) 
and a Ptcornavtrus found mLatoia vmdiss1ma (Fediere, 1983) have 
already been descnbed m Côte d'lv01re. These two viruses respon-
sible of severe natural epizootics during outbreaks of these msects 
m OJl palm and coconut plantations. Following the experimental in-
fectwn of healthy Latoia vmdissima larvae wtth a crude extract of 
virus-mfected larvae, exammatmn of midgut fragments under the 
electron microscope revealed the presence of polyhedra m the cell 
nuclei. 
In thîs paper we present the ultrastructural description of a new 
Baculovirus isolated fromLatoia viridissima , and its partial b10chrnu-
cal charactenzation. The results show that the virus belongs to the 
nuclear polyhedros1s group of Baculovuuses m accordance wHh 
Summer's critena (1977). 
MATERIALS AND METHODS 
Infection method 
Latota vmd1ss1ma larvae were fed w1th leaflets sprayed with a 
suspem,ion of polyhedra (per os mfectLOn). 
Electron microscopy techniques 
The punfted vrrus suspension were depos1ted on a gnd coated 
with a collodion carbon film. Then negatively contrasted with 1 % 
phosphotungsttc and or 2 % uranyl acetate, pH 7 A (Brenner and 
Horne, 1959). 
For the preparatmn of ultra-thm sections, fragments of d1fferent 
tissues dessicated from Latma vrndzssima larvae w1th chsease symp-
toms v,ere fixed in 2 % glutaraldehyde in a 0.lM sodium cacodylate 
buffer at pH 7 ,4 for 2 hours at 4 °C. The fixed fragments were em-
bedded in epon after post-ftxmg in 1 % osmic acid and dehydration 
with acetone. 
These sections were constrated with uranyl acetate and lead ci-
trate according to Reynolds (1963) and observed under an electron 
microscope 
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Purification of polyedron 
The larvae were gnnded ma 0.05 M Tns buffer at pH 7,8 contai-
mng 0,06% SDS (Sodium Dodecyl Sulphate). After f1ltering through 
mus lin and clarification, the crude extract was centrifuged at 3.000 g 
for l5 mmutes to sed1ment the polyhedra. Bellet was resuspended 
and v,ashed three hme~ wtth tns buffer, then depostted on a sucrase 
gradient (40 %, - 60 % W/W, 100.000 g for 30 rninuted). The band 
containîng the polyhedra was collected and dîluted in Tris buffer. 
The polyhedra were then recovered by centrifugat10n at 75,000 g for 
40 minutes and kept in the same buffer at 4 °C. 
Virions purification 
The vmons were released from polyhedra by dissolving them in 
a O. 125M sodmm thioglycolate-carbonate solution, pH l0,5, at 60 °C 
for J5 minutes. After adding two volumes ofTns buffer, the suspen-
s10n was pJaced rn Lee for 5 minutes to stop the reaction, then clari-
fted at 2,000 g for 4 mmutes. The supernatant contaming the virions 
was centnfuged in a sucrase gradient (20 %-50 % W /W) at 60,000 
g for 2 hours. The virions, which sedimented into 3 bands. were col-
lected wîth a penstaltic pump linked to an analyzer system (Be-
chman UV 5230 spectrophotometer). then centrifuged at 50,000 g 
for 2 hours. The virions were stored in Tris-EDTA buffer at -20 °C. 
Viral DNA extraction 
20 µlof a concentrated SDS solution (250 mg/ml) were added to 
1 ml of vrrion suspens10n. After incubation m a water bath at 60 °C 
for 15 mmutes, the DNA was punfied by phenol extraction. The 
DNA phase was extaus1vly agarnts TE buffer (Tm 0,01 M dissodic 
EDTA, 0,001 M, ph 8) for 48 hours, then prec1pitated over night wîth 
0,3 M frnal sodmm acetate at - 20°C m the presence of 2 volumes of 
cold absolute ethanol The DNA prectpltate was centnfuged at 
8.000 g, washed with 70% cold ethanol, dried and kept rn TE buffer 
at -20°C. 
Viral protein analysis 
The number and the molecular weight of the viral proteins from 
polyhedra and VITions were determmed by electrophoresis in polya-
crylamide-SDS (8%) gels according to Weber and Osborn (1969). 
The vITal suspension was heated at 100°C for 5 minutes in a denatu-
nng solution mixture (2V /JV) before deposlts on the gel. The marker 
used contarned 7 reference protems : bovme serum-albumin (MW= 
66.000), ovalbumm (MW = 45,000), 3 P glyce-raldehyde dehydro-
genase (MW= 36.000), carbomc anhydrase (MW =29,000), trypsi-
nogen (MW= 24.000), trypsm rnh1b1tor (MW= 20,100), lactalbumrn 
(MW~ 14,200). 
DNA analysis by restriction enzymes 
The DNA was d1gested wîth restnction enzymes under the condi-
tions described by Maniatis et al (1982). The enzyme~ used, Eco RI 
and Barn Hl, were purchased from Boehringer Manheim. The quan-
t1ty of enzyme used corresponds to 2 to 3 uruts/µg of DNA DNA 
fragmentf> were electrophoresed in 0,6 % or 0,7 % horizontal agarose 
gels 15 x 20cm in TAE buffer. (Tris-acetate0,04M; EDTA 0,001M) 
containing 0,5 µ1/ml of ethydtum bromide. Electrophorests accured 
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over night at 40 V (32 mA). The molecular wetghts of the fragments 
were estimated using Lambda bacteriophage DNA with Eco RI jlnd 
Barn HI enzymes as a reference. 
RESULTS 
Electron microscopy 
Ultra-thm sections of larvae tissue infected by the Baculov1rus, 
showed globular polyheda in the cells makmg up the larva's midgut. 
M1dgut cells had hypertrophied nuclei containing polyhedral mas~e~ 
(fig. 1). An exarnmation of other tm,ues known to be frequently m-
fected by the Baculovirus. such as fat tissu, Malpmghian tubules or 
hypodermis, proved negative. 
Virus structure 
An examination of punfled virus suspemions contrasted with ura-
nyl acetate revealed rod-like virions 340 nm long and 50 nm in dia-
meter (fig. 2). Beside mtact vmons with typical envelope, degraded 
particles in the form of free nucleocapsids w1th a smaller diameter 
were also observed, some of the se nucleocaps1ds were penetrated by 
the stam, suggesting that they bas been partially degrated. 
Electrophoretic analysis of ,,irai proteins 
The electrophoretic profiles resultmg from solubilization of po-
lyedra were complex (fig. 3). A maJor protern with a MW of 30 000 
daltons probably corresponds ta the polyhedrin (polyhedron pro-
tein). At least 11 polypeptides with molecular weights of 14.000. 
16.000, 18.000, 19.500, 21.000, 25.000, 28.000, 38.000, 52.000. 
60.000 and 70.000 daltons correspond to the major structural compo-
nents of the vual capsids. 
Virus DNA analysis 
The patterns of viral DNA fragments generated by the restnctLon 
enzymes Eco RI Bam HJ are shown m figure 4. These enzyme1> ge-
nerated 15 and 8 fragments, respectively. The molecular weîghts of 
these framents, estimated by usmg the Eco RI and Bam HI fragments 
of bactenophage lambda DNA as a marker are gîven 1n table 1. 
An average size of 61,6 x 106 daltons, i.e. approx1mately 93 kilo 
base pairs could be eshmated for the genome of the Latoia viridis-
s1ma Baculov1rus by summing up the s1zes of the Eco RI or Bam HI 
fragments. 
Multiplication of the virus m primary cultures of Latoia nndis-
stma haemocytes. 
In the absence of methods for rearing Latow vindissima on an 
artificial medmm, the multiplicat10n of viruses mfected to this 
species can only be ach1eved by infecting larvae collected in the 
fields. In this case, it is d1fficult to contrai 1he health cond1tLons of 
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the larvae collected. As a consequence expenmen1al rnfectmn are so-
mewhat uncertain. Obtaining a cell line could make it possible to 
overcome these d1ff1cult1es. Toward this end. we culmred haemo-
cytes from this insect and used them to performs infec110ns (Kouassi 
et al, 1989). Infection assay1o on pnmary haemocy1e cultures w1th a 
punfied Baculov1rus suspension proved positive Characteri!,t1c 
hypertrophied nucle1 and accumula11on of polyhedra v..ere obtained. 
DISCUSSION AND CONCLUSION 
In -v1ew of 1ts rod-like struture, the way it Ji, occluded 10 nuclear 
protemaceous inclusions, 1ts complex polypeptide compoi>ttîon, and 
l[S genome comi,.ting of a DNA \1,ilh a h1gh molecular weight. the 
virus described above share the bai.1c characterist1cs ofNuclear Po-
lyhedrosis Baculov1ruses (Croîzier and CrolZler, 1977 ; Summers. 
1977 ; Matthews, 1982). 
Although still incomplete the prehminarj re~ult~ of viral DNA 
analys1s by restriction enzymes (Eco RI and 8am Hl} bring the first 
elements for cartography and sequencmg work of this DNA. L1ke-
wîse. achievmg the repltcauon cycle of !he virus m pnmary haemo-
cyte cultures rendered possible for the future the production and 
utihzation of the virus in bmlog1cal con1rol or ai> an expres5Îon vec-
tor, once an estabhshed cell hoc is ava1lable. 
lt is worth noting that different Nuclear Polyhedrosis and granu -
los1s Baculov1rui>es have already been isolated from other spcciei> of 
Lepidoptera in the L1macodîd family (Genty eral, l978; Cock, 1985 
; Smith and Xeros, 1954; Thomas and Poinar, 1973. Ting-Wei et al 
, 1980; Van Der Geest and Van Der Laan. 1972). The~e viruses seem 
to play a sigmf1cant role m regulating the natural populations of their 
hosts (Huber, 1986). 
In insects, 1t is not rare to observe small RNA virues a~sociated 
with the nuclear polyhedros1s viruses (Jacquemard et al, 1985). Such 
as the case with the Picornav1rus of L. wndrssima (Fedtère, l983J 
a1osociated w1th the virus we descnbed here. The presence of these 
small viruses m batches of larvae infected naturally or experimen-
1ally with nuclear polyhedros1s viruses mise~ douhrs :1s to the degree 
of pathogenicity linked to one or other of the vtru~e~. 
An onginal property of th1s nuclear polyhedrosis ob1oerved 
m L. vîridrsstma hes m 1ts tissue specificity wh1ch 1s apparently h-
mtted to the cells of the midgut lndeed althougt no exhaustive exa-
minat10n of ail the larval tissues wa1> undenaken. the absence of 
polyhedra m fat tissue or hypodermic cells. for example, seems tom-
d1cate that this mfection d1ffers from the polyorganotropic nuclear 
polyhedrosts commonly seen m Lep1doptera (Benz, 1963 : Hamm, 
1968). Indeed, m the latter type of infection the mldgut cells repre-
sent the site of Baculov1rus fu1ot cycle repltcation, but format10n of 
polyhedra ID thîs tissue occurs. In contrast, ID other groups of msects, 
especially in Diptera and Hymenop1era, intestine cells are the main 
or umque site ofpolyhedron formation (BJTd and Whalen, 1953; Fe-
derici. 1980; Stiles et al, 1983; Brown, 1982) . 
